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[0011] Abb. 3 zeigt ein Beispiel einer dutch eine Lipase katalyslerten Alkoholyse, wobei ein erster Reaktant 
(Reaktant 1), z. B. ein Triglycerid. mit einem zweiten Reaktanten (Reaktant 2). z. B. einem Aikohol umgesetzt 
wird, wobei die Substituenten Rl und R2 inder Umsetzung vertauscht warden. Als Beispiel fiir RI und R2 kann 
folgendes gelten: 

Rl =-(CH2)7-C=C-(CH2)7-CH3 
H H 

R2 = -(CH2),e-CH3 

2USAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG 

[0012] Die voriiegende Erfindung stellt ein alternatives Verfahren zur industrieilen Immobllisierung von Enzy- 
men mittels einer Standard-Mehrzweck-Verfahrensapparatur bereit, das die Kapazital ertioht und Laborkosten 
reduziert 

[0013] Folglich stelll die Erfindung Verfahren zur Herstellung einer Zubereltung eines imnDobllislerten Enzyms 
zur VenA/endung In einem hauptsachlich organlschen Medium im Wesendichen ohne freies Wasser bereit, das 
in einem ersten Aspekt 

(a) Fluidisleren eines teilchenformigen pordsen Tragers in einer Wirbelschrchl, 

(b) Einbringen eines enzymhaltigen flussigen Mediums durch Zerstaubung in die Wirbelschteht, so dass das 
Enzym auf dem Trager adsorbiert wird, und 

(c) Entfemen von fluchtigen Bestandteilen des flussigen Mediums von dem Trager In der Wirbelschicht 


umfasst, 

[0014] In einem zweiten Aspekt umfassen die Verfahren 

(aj In-Konlakt-bringen eines enzymhaltigen flussigen Mediums mit einem teilchenformigen porosen Trager 
mit einer Im Wesentlichen hydrophoben Oberflache, so dass das Enzym auf dem Trager adsorbiert wird, 
und 

(b) Einbringen einer teilchenformigen hygroskopischen Substanz, so dass Agglomeration des Tragers 
durch Absorbieren von uberschussiger Flussigkeit unterdruckt wird. und 

(c) Entfernen von fluchtigen Bestandteilen des flussigen Mediums und der hygroskopischen Substanz aus 
dem Produkt in einer Wirbelschicht. 

[0015] SchlieHlich umfassen die Verfahren in einem dritten Aspekt 

(a) Einbringen eines enzymhaltigen flussigen Mediums durch Zerstaubung auf einen teilchenformigen po- 
rosen Trager mit einer im Wesentlichen hydrophilen Oberflache, so dass das Enzym auf dem Trager adsor- 
biert wird, wobei die Flussigkeit in einer solchen Menge eingebracht wird, dass im Wesentlichen keine Ag- 
glomeration des Tragers auflritt, und 

(b) Entfemen von fluchtigen Bestandteilen des flussigen Mediums aus dem Produkt in einer Wirt>elschicht. 

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG Der Trager 

[0016] In der Ausfiihrungsform der Erfindung ist der Trager ein teilchenfomniges pordses Material. Die Teil- 
Chen konnen geeigneterweise eine diametrische Grofle von 200-1000 pm, vorzugswelse 400-700 pm, einen 
Oberflachenbereich von 20-1000 m^/g, vorzugswelse 100-700 m^/g und eine PorengroUe von 10-500 nm, vor- 
zugsweise 100-300 nm aufweisen. 

[0017] Die Tragerteilchen konnen ein anorganlsches. organisches oder sowohl ein anorganisches als auch 
ein organisches Material umfassen. Der Trager kann ferner eine hydrophile oder hydrophobe Oberflache auf- 
weisen. 

[0018] In einer ersten Ausfuhrungsform der Erfindung umfasst der Trager ein anorganisches Material mit ei- 
ner im Wesentlichen hydrophilen Oberflache, der im Wesentlichen in hydrophilen oder hydrophoben Flusslg- 
ketten oder Gemischen davon unloslich ist. Bevorzugte Trager konnen auf der Basis von Siliciumdioxiden (z. 
B. Celite von Manville, USA), Zeolithen (z. B. Wessalith MS 330 von Degussa, Deutschland), Alumlniumoxiden, 
Keramiken (z. B. wie in Yoshihiko Hirose et al. (Proceedings from 3"* lnternatk>nal Symposium on Btocatalysis 
and Biotransformations, La Grande Motte. France, 1997, S. 238) offenbart) und Kaolinen (z. B. Kaolinen, die 
wie in US-Patent Nr. 5,614,401 offenbart einer Saure-, Hydrothermal- und Backbehandlung unterzogen wur- 
den) vorliegen. 

[0019] In einer zweiten Ausfuhrungsform der Erfindung umfassen die Tragerteilchen ein wie in der ersten 
Ausfuhrungsform beschriebenes, hydrophiles anorganisches Material, das mit organischen Einheiten be- 
schlchtet ist und folglich eine im Wesentlichen hydrophobe Oberflache aufweist, z, B. wie in JP 09000257-A 
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einer im Wesentlichen hydrophilen Oberflache altemativ in einer Standard-VVirbelschichtapparatur, z. B. ei- 
ner Uni-Glatt-Wirbelschichtapparatur {Glatt. Deutschland) durchgefQhrt werden, indem der trockene porose 
und teilchenformige Trager fluidisiert wird und eine enzymhaltlge Flussigkeit bei Umgebungstemperatur 
durch Zerstaubung zu dem fluidisierten Trager, 2. B. unter Verwendung eines mit einer Pumpe (z. B. einer 
Standardschlauchpumpe des Typs Watson-Marlow) verbundenen Zerstaubers eingebracht wird. In dieser 
Ausfuhmngsform werden Immobilisierung und Trocknen gleiciizeltig durchgefQhrt. 

Innmobilisiemng auf Tragem mit einer hydrophoben Oberflache 

[0027] Ohne an einer Theorie gebunden zu sein, wird envogen, dass eine Erizynnimmobilisierung auf TrSgem 
mit einer im Wesentlichen hydrophoben Oberflache eine Adsorption des Enzyms auf der Oberflache ein- 
schlieEt. Die Immobilisierung kann ennoglichi werden. indem das Enzym Wasserstoffbindungen, lonenbindun- 
gen oder kovalente Bindungen mit Einheiten in der Oberflache bildet. 

iii. In einer dritten Ausfuhrungsform der Erfindung kann folglich die Enzymimmobillslerung auf einem Trager 
mit einer im Wesentlichen hydrophoben Oberflache in einer Standard-Mischapparatur durchgefQhrt wer- 
den, wobei eine enzymhaltlge Flussigkeit zu dem porosen und teilchenformigen Trager in einer solchen 
Menge eingebracht wird, dass folglich eine Paste oder eine Aufschlammung gebildet wird. Die Paste oder 
Aufschlammung wird fQr eine Zeitdauer gemischt, in welcher das Enzym adsorbiert wird. Nach dem Adsorp- 
tionsschntt wird eine hygroskopische. teilchenformige Substanzmit einer Teilchengro&e, die kleiner ats der 
Trager ist, zu der Aufschlammung oder Paste eingebracht. Die Substanz verhindert im Wesentlichen eine 
Agglomeration des Enzym-Tragers durch Adsorption von uberschussiger FlQssigkeit, wodurch das an- 
schlieBende Trocknen des Enzym-Trager-Produkts durch Fluidisieren des Produkts In einer Standard-Wir- 
belschichtapparatur, z. B. einer Uni-Glatt-Wirbelschichtapparatur (Glatt, Deutschland) ermoglicht wird, um 
damit flQchtige Bestandteile und gegebenenfalts die hygroskopische Substanz zu entfernen. Die hygrosko- 
pische Substanz kann eine beliebige von teilchenfdnnigen, fein vemiahlenen, hydrophilen Bestandteilen, 
die uberschussige Flussigkeit adsorbieren konnen. wie Silictumdioxiden (z, B. Hyper Flow Celite), Kaolin, 
Aiuminlumoxiden, Zeolithen oder Keramiken sein. Die Entfernung der hygroskopischen Substanz kann 
durch Einsetzen eines Filters mil einer geeigneten Porengrofie. die den Durchgang der hygroskopischen 
Substanz gewahrt, jedoch den Enzym-Trager zuriickhalt, an den oberen Teil der Wirbelschicht erzielt wer- 
den. Eine PorengroRe von 100-900 pm, vorzugsweise 200-400 pm kann eingesetzt werden. 
ivjn einer vierten Ausfuhrungsform der Erfindung kann die Enzymimnrwbilisierung auf einem Zrager mit ei- 
ner im Wesentlichen hydrophoben Oberflache altemativ in einer Standard-Wirbelschichtapparatur, z. B. ei- 
ner Uni-GIatt-Wirbelschichtapparatur (Glatt. Deutschland) durchgefQhrt werden, wobel der trockene porose 
und teilchenfomnige Trager fluidisiert wird und eine enzymhaltige Flussigkeit bei Umgebungstemperatur 
durch Zerstaubung zu dem fluidisierten Trager, z. B. unler Verwendung eines mit einer Pumpe (z. B. einer 
Standardschlauchpumpe des Typs Watson-Marlow) verbundenen Zerstaubers eingebracht wirei. In dieser 
Ausfuhrungsform werden Immobilisierung und Trocknen gleichzeitig durchgefQhrt. 

Allgemeine Ausfuhrungen fQr die Mischschritte i und iii 

[0028] Eine Immobilisierung des Enzyms auf dem Trager in einem Mischer kann geeignetenA^eise bei Umge- 
bungstemperatur durchgefQhrt werden. Die Mischzeiten konnen fur diese ApparaturgroRe geeignetenweise 
5-60 Minuten, vorzugsweise 10-30 Mlnuten betragen. 

Allgemeine AusfQhrungen fur die Wirbelschichtschritte i, ii. iii und iv 

[0029J Ein geeigneter Luftzufuhrstrom in die Wirbelschichtapparatur hangt von der GroRe und Dichte des En- 
zym-Tragers, der Tragermenge und der Wirbelschichtapparatur ab. Ferner weist der Luftzufuhrstrom eine obe- 
re Grenze auf, damit der Strom dazu ausreichen sollte, dass der Trager fluidisiert bleibt, jedoch nicht so kraftig 
sein sollte, dass der Enzym-Trager „weggeblasen- wird. 

[0030] Geeignete Temperaturen der Luflzufuhr zum Entfernen von fluchtigen Bestandteilen hangt in erster Li- 
nie von der Wanmestabilitat des Enzyms (der Inaktivierungstemperatur) ab. Die Temperatur kann 40-90'C, 
vorzugsweise SO-ZCC, z. B. 60*'C betragen. Eine hohere Temperatur stellt kurzere Immobilislerungs- und 
Trocknungszeiten bereit. 

[0031] Ferner hangt der Zeitverbrauch fQr die Immobilisierung und/oderTrocknung des EnzynrnTragers, wenn 
Apparatus Luftzufuhr und Lufttemperatur festgelegt sind, von der Menge des Enzym-Tragers ab. Das Immobi- 
lisierungs-ZTrocknungsverfahren kann durch Messen der Luftzufuhrtemperatur und der Luftaustrittstemperatur 
Qberwacht werden. Wahrend der Enzym-Trager feucht ist, ist die Luftaustrittstemperatur aufgrund der Warme- 
absorption und dem Abdampfen von fluchtigen Bestandteilen niedriger als die Zufuhrtemperatur. Typischer- 
weise erfolgt wahrend des Immobilisierungs-ZTrocknungsverfahrens ein dauerhaftes Abdampfen, wobei sich 
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wurden aus derverschlossenen unter Verwendung einerSpritze belT = 0, 10, 20, 30,40. 50 und 60 Minuten 
entnommen. Die Proben wurden mil einem Gemisch von 50/50 VoL-% aus Aceton/Acetonltril verdunnt (1 : 
5 Vol : Vol) und auf einem HPLC-System analysiert. 

Analyse auf dem HPLC-System 

(d) Das HPLC-System wurde mit einer an den Enden verschlossenen Saule des Typs LiChrosphere 100 
RPC18 mit 5 pm (125 x 4 mm) (Merck) ausgestatteL Eine Isokratische 50/50 Vol.-yolge Acetonitril/Ace- 
ton-Losung wurde als mobile Phase mit einem Fluss von 1 ml/Minute ausgewahlt. 

(e) 20 pi Probe wurden injiziert und die gebildeten Produkte (1 ,2-Dilauroyl-3-myristoytglycerln (Produkt 1) 
und 1,3-Dimysteoyi-2-lauroylglycerin (Produkt 2)) durch Verdamplungslichtstreuungsbestimmung (Sedex 
55. Sedere. Frankreich) bei einem Druck von 2 Bar und einer Temperatur von 30°C gemessen. 

(f) Die Mengen der gebildeten Produkte wurden durch Vergleichen der Profaemessungen mit extemen Stan- 
dardkurven von 1.2-Dilauroyl-3-myristoyIglycerin und 1,3-Dimysteoyl-2-lauroylglycerin bestimmt. 

[00441 Die Geschwindigkeit des Umesterungsverfahrens kann in Einheiten berechnet werden. wobel 1 Ein- 
heit als 1 pmol in Trilaurin pro Minute eingebrachte Myristinsaure definiert ist. 

[0045] In einer anderen Ausfuhrungsform kann die Wirkung des Umesterungsverfahrens %ua!e Umwandlung 
von Trilaurin zu Produkt 1 und Produkt 2 angegeben werden, was durch 


%uale Umwandlungx-i = 


r 

mol Produkt 1 + mol Produlct 2 


moi Trilaurin bei T = 0 T«i 


X 100% 


berechnet wird, wobei i angibt, bei welcher Zeit die Probe von der Inkubationsflasche entnommen wird (Schritt 
c). 

Beispiel 1 

Lipaseadsorption auf einem Trager auf Zeolith-Basis in einer Wirbelschicht mit gleichzeitlger Entfemung/Ab- 

dampfung von fluchtigen Fliissigkeiten 

[0046] 400 g einer Losung einer Lipase von Humicola lanuginosa (693 kLU/ml) wurde auf 1 kg Zeolith (Wes- 
saltith MS330; 0,5-0,9 mm; Degussa, Deutschland) unter Verwendung eines Zweiwege-Zerstaubers in einer 
Uni-Glatt-Wirbelschichtapparatur (Glatt, Deutschland) zerstaubt. Die Lipaselosung wurde uber eine Schlauch- 
pumpe (Watson-Marlow) aufgebracht. Die Luftzufuhrtemperatur betrug BO^C und die Produkttemperatur 40'C 
mit einem Luftstrom von 100 m^/Stunde. Nach Beendigung der Immobilisierung wurde das Produkt fur eine 
zusatzliche Dauer von 5 Min. in der Wirbelschicht getrocknet. 

[0047] Das Immobilisierungsverfahren wurde im Umesterungsversuch getestet, wodurch eine 53%ige Um- 
wandlung von Trilaurin nach T = 24 Stunden gemessen wurde. 

Beispiel 2 

Lipaseadsorption auf einem Trager auf Sillciumdioxid-Basis in einer Wirbelschicht mit gleichzeitlger Entfer- 

nung/Abdampfung von fluchtigen Flussigkeiten 

[0048] 94 g einer Losung einer Lipasegarlosung von Humicola lanuginosa (693 kLU/ml) wurden mit 100 g de- 
mineralisiertem Wasser verdunnt und auf 200 g Celite R648 (Manville, USA) unter Venvendung eines Zweiwe- 
ge-Zerstaubers (belriebsintem hergestellt) in einer Uni-Glatt-Wirbelschtchtapparatur (Glatt, Deutschland) zer- 
staubt. Die Lipaselosung wurde uber eine Schlauchpumpe (Watson-Marlow) (FlieRgeschwindigkeit 238 
g/Stunde) aufgebracht. Die Luftzufuhrtemperatur und die Produkttemperatur waren mit denjenigen, die in Bei- 
spiel 1 angegeben sind, identisch. Nach Beendigung der Immobilisierung wurde das Produkt fCir eine zusatz- 
liche Dauer von 5 Min. in der Wirbelschicht getrocknet. 

[0049] Das Immobilisierungsverfahren wurde im Umesterungsversuch getestet, wodurch eine 12%ige Um- 
wandlung von Trilaurin nach T = 24 Stunden gemessen wurde. 
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Gemischen davon unloslich und mit organischen Einheiten beschichlet ist, so dass eine im Wesentlichen hy- 
drophobe Oberflache bereitgestetit wird, Oder 
(3) einem organischen Polymerharz, 
in einer Wirbelschicht, 

(b) Einbringen eines enzymthaltigen fliissigen Mediums durch Zerstaubung in die Wirbelschicht. so dass das 
Enzym auf dem Tr§ger fixiert wird. und 

(c) Entfemen von fluchtigen Bestandteilen des fliissigen Mediums von dem Trager in der Wirbelschicht. 

2. Verfahren zur Herstellung einer Zubereitung eines immobilisierten Enzyms zur Venvendung in einem 
hauptsachlich organischen Medium ohne freies Wasser, umfassend: 

(a) IrvKontalct-bringen eines enzymhaltigen flQssigen Mediums mit einem leilchenfomiigen porosen Trager. der 
im Wesentlichen in hydrophilen oder hydrophoben Flussigkeiten oder Gemischen davon unloslich ist, mil ei- 
nem Oberfiachenberelch von 20-1000 m^/g. einer TeilchengroBe von 200-1000 pm und einer hydrophoben 
Oberflache. so dass das Enzym auf dem Trager adsorblert wind, und 

(b) Einbringen einer hygroskopischen Substanz. so dass die Agglomeration des Tragers durch Absorbieren 
von Oberschussiger Flussigkeit unterdruckt wird. und 

(c) Entfemen von fluchtigen Bestandteilen des flussigen Mediums und der hygroskopischen Substanz aus dem 
Produkt in einer Wirbelschicht. 

3. Verfahren nach Anspruch 1. wobei die Flussigkeit in solch einer Menge eingebracht wird, dass im We- 
sentlichen keine Agglomeration des Tragers auftritt. 

4. Verfahren nach Anspnjch 1. wobei das anorganische Material von Schritt (1) ausgewahit ist aus der 
Gruppe, bestehend aus Siliciumdioxiden, Zeolithen. Aluminiumoxiden und Kaoiinen. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei das anorganische Material von Schritt (2) ausgewahit ist aus der 
Gruppe. bestehend aus Siliciumdioxiden, Zeolithen, Aluminiumoxiden und Kaoiinen, die mit organischen Ein- 
heiten beschichtet sind, um eine hydrophobe Oberflache bereitzustellen. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 . wobei das organische Polymerharz von Schritt (3) ein Adsorptionsharz ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei das Adsorptionsharz ein Potyacrylat. ein Polymethacrylat, ein mit Di- 
vinylbenzol vemetztes Polystyrol. ein Polyurethan oder ein Polypropylen ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei das organische Polymeriiarz von Schritt (3) ein lonenaustauscher- 
harz, vorzugsweise ein Anionenaustauschharz, besonders bevorzugt ein schwach basisches Anionenaus- 
tauschharz ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei das flussige Medium ein wassriges Medium ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Enzym eine Lipase ist. 

11 . Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Lipase von einem Stamm der Gattung Humicola (auch bekannt 
ais Thermomyces), Pseudomonas, Candida oder Rhizomucor. vorzugsweise der Spezies H. lanuginosa (auch 
bekannt als Thermomyces lanuginosa), C. antarctica oder R. miehi abgeieitet ist. 

12. Verfahren zur enzymatischen Modifizierung einer organischen Verbindung, umfassend das In-Kon- 
takt-Bringen der organischen Verbindung mit einem immobilisierten Enzym, das durch das Verfahren nach ei- 
nem der Anspruche 1-11 hergestellt wurde, in einem Reaktionsmedium im Wesentlichen ohne freies Wasser. 

13. Verfahren nach Anspruch 12. wobei die Modifizierung eine Umesterungsreaktion, umfassend das 
In-Konlakt-Bringen eines ersten Reaktanten. der ein Fettsaureester ist. eines zweiten Reaktanten, der ein an- 
derer Fettsaureester ist, eines Atkohols oder einer freien Fettsaure mit der immobilisierten Lipase, ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei der erste Reaktant ein Triglycerid ist. 

15. Verfahren nach den Anspruchen 13 und 14, wobei derzweite Reaktant ein Fettsaureester und die Li- 
pase positionell spezlfisch ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 13. wobei der erste und der zweite Reaktant verschledene Triglyceride oder 
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AnhSngende Zelchnungen 
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Abb . 2 ; Umesterung 


r—O 


R1 


-O-"— R1 + 
O 

-O— R1 
(Reaktant 1) 


0-*L-R2 


R2 


O 

I— 0~"— R2 
(Reaktant 2) 


Lipase 


r-0-'^R2 • (— 0— "L-Rl 


L_0— " — R2 
(Reaktant 1) 


— O- 


•R2 


O 

1— O— I^RI 
(Reaktant 2) 


Abb . 3 Alkoholyse 
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